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黑 腹 果 蝇 黑 条 体 突 变 体 突变 位 点 的 鉴定 
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摘要 : 根据 果 蝇 ebony 基因 的 序列 设计 了 一 系列 特异 性 引物 ， 对 1991 年 发 现 的 一 种 黑 腹 果 蝇 的 新 的 体 色 突 
变 (Qian & Zhang, 1994) 一 一 黑 条 体 突变 型 的 ebony 基因 进行 克隆 和 序列 测定 。 与 野生 型 wu 的 ebony 基因 
相 比 ， 黑 条 体 突变 型 的 ebony 基因 的 编码 区 无 明显 的 大 片段 变异 ， 变 异 仅 存 在 于 数 个 氨基 酸 位 点 ， 且 均 不 位 于 
该 基因 产物 的 关键 序列 。 在 黑 条 体 的 ebony 基因 的 5' 端 序列 的 克隆 和 序列 测定 中 发 现 ， 与 野生 型 w!910 及 黑 檀 体 
e! 的 ebony 基因 相 比 ， 黑 条 体 突 变型 的 ebony 基因 有 一 个 大 片段 的 缺失 ， 该 缺失 包括 外 显 子 1 的 206 个 碱 基 和 
内 含 子 1 的 747 个 碱 基 ， 由 此 确定 了 黑 条 体 突变 体 的 突变 类 型 和 突变 位 点 。 


关键 词 : 突变 体 ; 黑 檀 体 基 因 ; 黑 条 体 ; 缺失 
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Identification of Mutational Loci in the Black Strip 
Mutant of Drosophila melanogaster 


JIN Shan'??, ZHANG Li?, ZENG Qing-tao?: * , GUI Jian-fang' * 
(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and. Biotechnology, Institute of Hydrobiology, 
the Chinese Academy of Sciences, Wuhan — 430072, China; 2. College of Life Science, Hubei University, Wuhan — 430062 , China; 
3. Graduate School of the Chinese Academy of Science, Beijing 100039 , China) 


Abstract: In this study we designed several pairs of primers to clone and sequence the ebony gene of a new pigment 
mutant named black strip (bsr) in Drosophila melanogaster (Qian & Zhang, 1994). Compared with ebony gene of wild 
type w91910 
several amino acid mutation sites which did not distribute in the key motif of ebony protein. However, a big fragment dele- 


and ebony mutant of e! , there was no big deletion segment found in coding sequence of ebony of bsr except for 


tion was found at the 5' end of ebony gene in bsr, which comprised 206 nucleotides of exon 1 and 747 nucleotides of intron 
1. Therefore we have been able to accurately localize the mutation locus in bsr. 


Key words: Mutant; Ebony; Black strip; Deletion 


昆虫 体 色 形成 模式 是 一 个 极 佳 的 色素 形成 研究 
系统 。 最 近 ， 有 关 研 究 已 初步 揭示 控制 果 蝇 体 色 遗 
传 和 发 育 的 生物 学 机 制 (Wittkopp et al, 2003), JE 
其 是 黑色 素 形成 路 径 中 的 大 部 分 酶 促 步骤 已 基本 阅 
HH ( Hodgetts & Konopka, 1973; Wright, 1987; 
Walter & Zeineh, 1996; Richardt et al, 2003; 
Sturm et al，1998) 。 酷 氨 酸 经 由 pale 基因 编码 的 酶 
SXRE ESL NS (tyrosine hydroxylase, TH) 和 多 巴 脱 





收 稿 日 期 : 2005-05 - 11; 接受 日 期 : 2005 - 06 - 16 
基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 (30470970) 


JS (dopa decarboxylase, DDC) 催化 下 形成 多 巴 
和 多 巴 胺 ; 二 者 在 表皮 细胞 分 化 时 ， 经 酚 氧 化 酶 体 
系 (phenol oxidases, Pos) 及 协作 因子 加 工 后 形成 
黑色 素 (Hodgetts & Konopka，1973; Wright, 
1987; Walter & Zeineh, ，1996) 。 果 蝇 黑 色素 合成 中 
所 需 酶 的 编码 基因 包括 黄体 基因 (yellow, y). 
dopa-decarboxylase (dde). tan 和 黑 檀 体 基因 (e- 
bony, e) 等 ， 其 中 yellow, ebony 以 及 tan. 是 必需 
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基因 ， 它 们 的 突变 均 可 导致 体 色 的 变异 (Morgan & 
Bridges, 1916), Wittkopp et al (2002a, b) 利用 
UAS-Gal4 系统 对 yellow 和 ebony 基因 之 间 的 相互 作 
用 进行 了 研究 ， 发 现在 果 蝇 中 yellow 蛋白 是 产生 黑 
色素 所 必需 的 ，ebony 蛋白 可 以 抑制 黑色 素 的 形成 。 
因此 ， 当 ebony 基因 发 生 突变 时 会 产生 异常 的 黑体 
色 果 蝇 。 

本 研究 所 使 用 的 黑 腹 果 蝇 黑 条 体 突变 型 (black 
strip, bsr) 是 1991 年 在 武汉 采集 的 黑 腹 果 蝇 野生 
型 群体 中 发 现 的 一 例 黑 体 色 突 变 体 〈Qian & Zhang, 
1994) 。 最 初 通过 对 黑 条 体 突 变 果 蝇 形态 特征 及 其 
遗传 特性 的 研究 ， 认 为 该 突变 可 能 是 由 于 转 座 子 的 
插 人 引起 的 〈Qian et al，1994; Qian，1995)。 但 
是 ， 在 随后 对 转 座 子 如 copia 等 进行 的 一 系列 研究 
发 现 : 突变 体 和 野生 型 果 蝇 中 转 座 子 无 明显 差异 ， 
由 此 使 研究 陷 人 了 困境 。 既 然 突变 是 一 种 体 色 突 
变 , 运用 常规 的 定位 方法 进行 基因 定位 是 否 可 行 
呢 ? 我 们 从 美国 印第安 纳 大 学 的 Bloomington Stock 
Center 引进 了 两 种 体 色 突变 体 即 黄体 突变 和 黑体 突 
变 ， 再 加 上 已 有 的 黑 檀 体 突 变 品 系 el 进行 常规 的 
杂交 和 互补 实验 。 结 果 显 示 ， 控 制 黑 条 体 突变 的 突 
变 基因 与 位 于 X 染色 体 的 黄体 基因 及 位 于 第 二 对 染 
色 体 的 黑体 基因 是 自由 组 合 的 关系 。 在 与 位 于 第 三 
对 染色 体 上 的 黑 檀 体 基因 的 突变 体 el 的 杂交 中 ， 
子 一 代 (F1) 为 反 式 排列 的 杂 合 体 无 互补 ， 表 现 为 
突变 型 (Zhang et al，2001)。 子 二 代 (F2) 中 ,由 
于 交换 而 产生 重组 类 型 的 顺 式 排列 杂 合 体 表 现 为 野 
生 型 。 同 时 F2 代 显 示 有 少量 的 野生 型 出 现 。 因 此 
确定 黑 条 体 突 变 基因 与 黑 檀 体 突变 基因 是 等 位 的 ， 
但 分 别 位 于 不 同 的 位 点 上 ， 属 于 同一 顺 反 子 的 新 的 
点 突变 。 由 此 确定 控制 黑 条 体 突变 的 位 点 可 能 在 e- 
bony 基因 上 (Zhang et al，2001) 。 进 一 步 工 作 就 是 
对 突变 类 型 和 位 点 进行 鉴定 。 

突变 位 点 的 查找 和 确定 是 突变 体 研 究 的 重要 的 
一 步 。 对 于 果 蝇 突变 的 确定 ， 目 前 主要 采用 的 是 遗 
传 交 换 定位 法 。 除 此 之 外 ， 还 有 分 子 遗 传 学 的 定位 
方法 。 遗 传 交换 定位 法 方便 、 经 济 、 实 验 条 件 简 
单 ， 但 并 不 能 精确 地 确定 突变 基因 的 突变 类 型 和 位 
点 。 要 进行 精确 的 定位 还 要 结合 其 他 的 分 子 生物 学 
方法 。 我 们 在 遗传 交换 定位 法 的 基础 上 ， 选 择 了 简 
便 易 行 的 PCR 方法 ， 对 黑 条 体 中 有 可 能 发 生 突变 
的 ebony 基因 进行 克隆 测序 ， 以 期 通过 简单 的 方法 
得 到 理想 的 实验 结果 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 和 主要 试剂 

黑 条 体 果 蝇 突变 品系 来 源 于 本 实验 室 1991 年 
建立 的 单 肉 系 。 野 生 型 w?910 是 本 实验 室 建 立 的 黑 
腹 果 蝇 野 生 型 品系 。 黑 檀 体 突变 型 品系 el 来 源 于 
中 国 农业 大 学 ， 是 倒 位 突变 。 突 变 为 In (3R) C. 
倒 位 的 一 断裂 点 为 92D1-9; 另 一 断裂 点 为 100F2- 
35 

PCR 扩 增 所 需 缓冲 液 、dNTP 、TaqDNA 聚合 酶 
以 及 胶 回收 试剂 盒 (Gel Extraction Kit). 为 上 海中 科 
开瑞 生物 工程 公司 产品 ， 扩 增 用 Perkin Elmer DNA 
Thermal Cycler 9600 型 PCR 仪 和 PTC-200 梯度 PCR 
仪 。 
1.0 DNA 模板 的 制备 

到 成 年 果 蝇 4~6 只 ，- 20 "CUR 10 min 后 放 人 
1.5 mL 离心 管 中 ， 加 入 30 uL STE 缓冲 液 (0.1 
mol/L NaCl, 10 mmol/L Tris-HCl pH 8.0, 1 mmol/ 
LEDTA, pH 8.0) 并 用 枪 头 捣 碎 至 无 大 的 组 织 团 
块 ， 补 加 370 uL STE 缓冲 液 和 100 nL 10% SDS, 
置 于 60 水 浴 中 5 h。 用 酚 / 毛 仿 / 异 成 醇 抽 提 变性 
蛋白 质 ， 异 丙 醇 沉淀 DNA 并 用 70% 乙醇 洗 后 于 50 
民 烘 箱 中 烘 干 ， 最 终 加 入 无 菌 三 蒸 水 溶解 ， 稍 加 震 
荡 ， 室 温 放置 过 夜 ， 存 于 -20 爷 备 用 。 
1.3 引物 设计 及 PCR 扩 增 

运用 Oligo 计算 机 程序 共 设 计 引 物 14 条 (5' - 
3» ( 表 1， 图 1)。 引 物 设 计 参 照 ebony 基因 序列 
(GenBank accession no. AJ224446)。PCR 反应 体系 
(50 uL) 包括 50 ug 摸 板 DNA, 20 umol/L 引物 ， 
2.5 mmol/L MgCl, 2U Taq DNA 聚合 酶 。 扩 增 条 件 
JJ 95 所 预 变性 5 min; 94 和 变性 40 s，60 退火 
(根据 不 同 引物 略 有 改变 ) 40s, 72 % 延伸 1-2 
min, 30 个 循环 ; 72 宛 延 伸 25 min, 

由 于 引起 表 型 变异 的 突变 经 常 发 生 于 基因 的 编 
码 序列 ， 所 以 本 实验 首先 对 突变 体 的 编码 序列 进行 
TH5jE.3RHI.I.II.IV. WAS EF3 I 
物 对 基因 的 编码 序列 进行 扩 增 和 序列 测定 。 随 后 用 
引物 N、V 、W、W 的 上 下 游 引物 对 基因 的 5' 端 序 
列 进行 扩 增 和 序列 测定 。 
1.4 PCR 产物 序列 测定 
1.4.1 PCR 产物 检测 ” 扩 增 产物 按 顺 序 取 5 uL 混 
合 0.5 uL 上 样 缓冲 液 于 190 的 琼脂 糖 凝 胶 上 电泳 ， 
凝 胶 成 像 系统 照相 并 记录 。 
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1.4.2 PCR 产物 回收 、 纯 化 及 序列 测定 ”于 紫外 灯 
下 切 下 琼脂 糖 凝 胶 电泳 分 离 的 目的 条 带 , 纯 化 步骤 
按照 胶 回 收 试剂 盒 ( 上 海宝 生物 公司 ) 的 说 明 书 进 
fr. PCR 纯化 产物 连 入 T 载体 ,并 送 上 海 基 康 公司 
进行 测序 ,测序 引物 为 T7(5'-gtaacgatttaggtgaca- 
ctatcg-3') 和 M13 — 48 ( 5'-agcggataacaatttcacacagga- 
3'), 


2 结果 与 分 析 
2.1 RR ebony 基因 的 编码 区 和 3' 端 非 编码 区 
的 序列 测定 


对 黑 条 体 序 列 测定 的 结果 显示 ， 黑 条 体 ebony 
基因 的 编码 序列 与 野生 型 w 91 的 ebony 基因 相似 ， 
没有 明显 的 大 片段 变异 ， 仅 有 数 个 核 苷 酸 的 改变 ; 


表 1 


其 编码 的 8 个 氨基 酸 发 生 了 变化 ， 但 变异 的 氨基 酸 
均 未 位 于 基因 产物 的 关键 序列 。 通 过 结构 模拟 得 出 
的 蛋白 质 的 立体 结构 也 没有 明显 的 变化 (结果 未 显 
示 )。 虽 然 不 能 确定 是 否 这 8 个 氨基 酸 的 变异 最 终 
导致 了 黑 条 体 突变 体 的 出 现 , 但 是 变异 的 氨基 酸 没 
有 位 于 蛋白质 关键 序列 中 ， 同 时 也 没有 改变 蛋白 质 
的 三 级 结构 。 很 可 能 这 几 个 氨基 酸 的 变化 没有 影响 
蛋白 质 的 功能 ， 而 只 是 蛋白 质 多 态 性 的 表现 。 由 此 
认为 基因 突变 可 能 不 是 编码 区 改变 引起 的 。 同 时 在 
基因 的 3' 端 序列 中 也 没有 发 现任 何 的 变异 。 那 么 ， 
突变 位 点 可 能 集中 在 ebony 基因 的 5' 非 编码 区 。 
2.2. 黑 条 体 ebony 基因 的 $' 非 编码 区 序列 的 克隆 

测序 及 其 缺失 突变 的 鉴定 

在 5' 非 编码 区 的 序列 扩 增 和 测序 分 析 中 , 当 我 


根据 ebony 基因 序列 设计 出 的 引物 序列 及 其 部 分 PCR 反应 条 件 


Tab. 1 Primer sequences designed according to the ebony sequence and 


their PCR conditions 





引物 引物 序列 退火 温度 延伸 时 间 
Primer Primer sequence Annealing (4C) Extension time (min) 

li CTACCGCCAGATGAACGAGC 64 2 

1 GATGACTCCTGGCGGTGGT 

Il; AATCCTTGAATGCTTGACCGC 58 1 

II; CCAAGAGAGCGTCAGTCCA 

Ill ; AGTAACGACAAGCAGGTGG 584 2 

而 。 GAAGTCACCATCGCTGTTTG 

Ni GTTTGTCGGTCTTGAGTGGG 60 2 

N, CCCTTTGGTTCTTGGCATT 

Vi GGGCTAAGGTTTTCGTTGTC 60 1 

Và TTCTCTGTTTTCCGCACCGC 

V AGTAAAATCCGAATAGTGGG 58 90s 

V AAAACTGGTCTTCTAATCGC 

Mi TAACACTATAGCAGCCGCAT 58 2 

M2 TCTGCTAAATGGCGTGGAG 


Ni: 上 游 引 物 (Upstream primers); N2: 下 游 引 物 (Downstream primers) 。 


IV, (1817) IV, (2694) 
I—À 


VI; C217). VI, (1223) 
E——— 


V; (1079) V,(1941) 
MÀ 


] 


图 1 
Fig. 1 
and the amplified fragments 


VI (2579) VII, (4164) 
上 -一 一 





Il, (6760) II;(740) 
[| 


1, (4802) 1,(6833) 
I——À 


III, (3913) III; (4879) 
MÀ 


7815 bp 


ebony 基因 结构 (GenBank accession no. AJ224446) 、 引 物 所 在 位 置 及 其 扩 增 的 片段 


ebony gene structure (GenBank accession no. AJ224446) primer positions 
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们 用 引物 Vi 一 Vs 和- Vo 进行 PCR 反应 时 ， 仅 
能 够 在 野生 型 ww 中 得 到 相应 大小 的 片段 ， 而 在 
黑 条 体 中 则 没有 【图 2A)。 在 一 次 PCR 反应 中 随机 
YEVa. Vos Vas Vo 配对 进行 反应 ， 在 黑 条 体 中 
产生 了 一 条 与 野生 型 w "的 片段 完全 不 同 的 带 型 
(图 2B)- 引物 Vi、V2, VI, 和 Ws 通过 不 同 的 配对 方 
式 在 黑 条 体 与 w?20 中 扩 增 出 不 同 产物 (图 2B)。 在 

w91910 中 ,引物 VI ,, YL LV o 扩 增 产物 为 约 2 000 bp 
和 1 000 bp 的 条 带 - 5| £9 V... Vo AIV, 扩 增 产物 
为 约 2 000 bp 和 900 bp 左右 的 条 带 . 在 黑 条 体 中 . 
引物 如!、W ;的 扩 增 产物 约 为 1 000 bp， 较 野生 型 
少 约 1000 bps。 5g VI,,. Vl; 和 Y > 扩 增 产物 仅 有 一 
Ak, mV. Vo 扩 增 的 条 带 相同 。 根 据 分 析 这 可 能 
是 由 于 引物 W 区 域 的 缺失 造成 的 。 通过 对 该 区 域 
的 扩 增 产物 的 序列 测定 发 现 ， 在 内 条 体 的 ebony AE 
因 的 5 端的 确 存 在 一 个 大 的 缺失 ， 该 缺失 区 域 包 含 
从 第 558 碱 基 到 第 1511 碱 基 的 共 953 HAE, Top 
包括 第 一 个 外 显 子 的 206 个 碱 基 及 第 一 个 内 含 子 的 
747 个 碱 基 (图 3a}。 随 后 在 对 黑 筷 体 el 的 ebony 
基因 序列 测定 中 发 现 ， 该 区 域 序列 的 结构 与 野生 型 

w390 的 相同 ， 仅 有 两 个 碱 基 的 差异 ;而 野生 型 wm 
的 ebony 的 序列 与 GeneBank 收录 的 序列 (accession 
no. AJ224446) 相 同 (图 3a)。 黑 条 体 突变 体 ebony 基 

因 的 突变 位 点 位 于 基因 的 5' 端 {图 3b) ,是 由 于 953 
个 碱 基 的 缺失 引起 的 。 该 序列 已 报 CeneBank ,登录 





A Wo bsr 





M VI v VI v 


(bp) 


2 000 
1000 


图 2 引 牺 Yi、VYz 和 了、 


Fig. 2. DNA products amplified from wild type wi 


Vj, Vaand V4. Wa 
M: DNA Marker DL2000.. A; 和 机 表示 该 数字 
V. YY 和 Ya 在 ws 中 扩 增 产物 : 4，5 分 
M: DNA Marker DL2000. A: 


amm 






PCR products of w amplified with the primer 
Tied with the primer Vl ;- V: 


Mie. 
Vl; - Wa V a respectively. 





- 、 下 游 引物 所 扩 增 
和 Vs Mi. 
V. and VW represents the products of PCR amplified with the corresponding primer pair; B: ine 1. 2, 3 are 
V Ma- V s. 


1133 DQ056348. 
3 i it 


目前 已 报道 的 经 典 的 ebony 基因 的 突变 型 有 43 

个 (野生 型 除外 ) (btp:ZZtybase.bio.indiana.edu7 
. binZcvreport . html? 6 22adult + cuticle2$622) , H;rp 3: 
要 是 染色 体 的 易 位 和 倒 位 突变 , 仅 有 一 例 为 编码 区 
fr) ijo Ac 7E CD' Alessandro, 1977 ;Scalenghe & Ritossa, 
1976; Caggese et al, 1979; Richardt et al, 2002; Ward & 
Alexander, 1957; Perez &  Quesada-Allue, 2001; 
Henikoff, 1980; Lindsley & Zimm, 1992; Brehme, 
1941)。 除 了 此 之 外 ， 由 于 93D 区 附近 是 一 个 染色 
体 和 容易 发 生 断 裂 的 位 点 ,已 发 现 的 ebony 基因 大 部 
分 缺失 或 完全 缺失 的 情况 就 有 35 种 之 多 。 此 外 ， 
还 有 数 十 种 倒 位 突变 体 。 目前 就 Bloomington Stock 
Center 储存 的 ebony. 突变 体 的 种 类 就 达到 740 种 之 
多 。 如 此 多 的 变异 可 能 给 黑 条 体 突变 位 点 的 进一步 
精确 定位 带 来 了 困难 。 因 为 大 多 数 移 位 和 倒 位 突变 
a 而 如 果 运 用 染色 体 文库 方法 进 
定位 的 话 ， 其 代价 较 高 。 因 此 我 们 选择 
用 PCR 的 - 方法 对 基因 进行 分 段 克 隆 和 序列 测定 。 
在 用 引物 NW 一 Ws FI VI, - Vlo 分别 对 黑 条 体 DNA 
进行 克隆 时 ， 没 有 发 现 相应 片段 的 出 现 ， 重 复 多 次 
的 结果 均 是 相同 的 。 同 时 在 这 两 对 引物 附近 设计 的 
引物 也 得 出 同样 的 结果 ,当时 认为 在 该 区 域 可 能 存 


B 


(bp) 
2 000 


1000 
750 


500 





Vl JESEAOUQ «9? RUR E EXEAT nr PCR 扩 增 产物 


9/9" and the mutant bsr amplified with primers of 


8345; B: 1, 2, 3 4: 9D VI. REV. VI. 
W 和 ;在 黑 条 体 中 扩 增 产物 


V; Vs. 


Vis Vas Vo respectisely. Line 4, 5 are PCR products of bsr ampli- 
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a e! TÁTATAAAATAGTCGGGGOCTOGGATTCTGATTAGTCTGCGAGCGCOG TTTAC AAGTACATAGCACGTTGAGTTTCCCGAGTGCGTTGCAAGTTTTTTGG 
bsr TÁTATAAGATAGTCGGOGGCTGOG ATTCTGATTAGTCTGC GAGCGCCGTTTACA AGTACATAGCACG TTGAGTTTOCCGAG TGOGTTGCAAGTTTTTTGG 
w91910 ErATATAMATAGTOOGGGGCTGGG KTTCTGATCAG T TGCOAGCGCOOTTTACAAGTACKTACCICOTTGAGTTTOXOOMSTGOSTTOCAAGTTTTTTGS 551 
P 
TATA box 5' utr 
el GTOCCCCCCOAAATC AAAGTO AAACGCTAAGTGAAGTGACCAGAAAAAG AAGTTTAAAAGCTGGTAGACTCACTCTCTCATAGTTGAAAA TATAGAAGGA 
bsr GTGCCCQC- --—--——----—-- --—--——————— 
W91910 — GrGCCCCCCAAAATCAAAGTGAA ACGCTAAGTGAAGTGACCAGAARAAGAAGTTTAAAAGCTGG TAGACTCACTCTCTCATAGTTGAAAATATAGAAGGA 650 
et AAKTCARATTCAAGAAAAACGTOCTTAGTGTGAAACOGCCACAGATARACATTTGAAAAAGGA &ATCAAGARACCTGTTCARAAAATOCAGTGTCAGARTT 
bsr 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 -一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 
W91910 AAATCAAATTCAAGAAAAACGTGCTTAGTGTGAAACGGCCACAGATAAAC ATTTCAAAAAGCAAATCAAGAACCTCTTCAAAAAATCCAGTGCTCAGAATT 750 
e TGTTATTACCCACOGTACGTATTACGTGATTATCA AGTATTTATTTAOA TTCOGCAAACTCOC TTTCC / /TOGCAT &&GTARCCAGCARATGACATTTTA 
bsr 一 一 一 一 一 一 一 一 -一 -一 -一 -一 -一 一 一 -一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 /人 一 -一 一 一 一 一 CAAATGACATTTAA 367 
WwW91910 。 TGTTATTACCCACGGTACGTKTTACGTOATT ATCAAGTATTTATTTAGATTCGOCARACTCOCTT TOC / /TOOC AYARGTAACCAGCARATGACATTTAA 1 520 
el ATTGTCTTGGAGCGCTTAGTA AAMCGCTTGTTAT TAAGAGCOGOCAACGCGGCGTATACTTATTGACGGTAGCCAGCAGTGATGGATTTA TAATTGCAAT 
bsr TTTGTCTTGGAGCGCTTAGTAAA ACGCTTGTTATTAAGAGCGOCCAACGCGGCGTATACTTATTGACGGTAGCCAGCAGTGATOGATTTATAATTGCAAT 667 
w 91910 — TTTGICTTGCAGCGCTTAGTAAAACGCTTGTTATTAAGAGCGGCCAACOCOGCGTATACTTATTGACGGTAGCCAGCAGTGATGGATTTATAATTGCAAT 1 620 
el TOAGTCATTGGOCAAAGCGATCGGCTATTAATTTA TGTTAAGTATGTGC TAAACGAGTGTCGC ATA/ /CCCACAGTT AATATATCTTC AAGATGGGTTCG 
bsr TGAGTCATTGGCCAAAGCGATCGGCTATTAATTTATG TTAAGTATGTOCT AAACGAGTGTCGCATA/ /CCCACAGTTAATATATCTTCAMGAToGGTTOG 3 681 
W91910.— TGAGTCATTGGCCARAGCGATCOGCTATTAATTTATGTTARGTATGTGCTAAACGAGTOTCGC ATA //CCCACBAGTTAATATATCTTCAAGATOOGTICG 4.634 
5' utr MGS 
el CTOCCAC AATTGTCGATCGTC AAGGGTCTOCAGCA AGACTTCGTOCCTAGAGCT 
bsr CTGCCACAATTCTCGATOGTC ARGOGTCTGCAGCAAG ACTTOGTGCCTAG AGCT. 
W91910 CTGCCACAATTGTCGAACGTCAAGOGTCTGCAGCAAG ACTTOGTGCCTAG AGCT 
LPOLSIVKGLOQODFVPR 
b < 一 一 < 一 :一 * 
GTGCCCCCQAAAATCAAGC AACCAGCAAATGAC 
exon ] H exon 2 
«—747 bp—» : «——— ——— 3108 bp ———————» 
w?1910 5 283 bp p EL p 1 123 bp 
,--Mntron vet 
' "P et 
| Ex 
: xu "d 
1 24 2 
DEM i ."'exon2 
exon 1; 3108 bp intron 
bsr 5 ——L e MM Tuas. * | 1 123 bp 
GTGCCCCCAAATGAC 
4———» 


图 3 Spip QUO. NRHCHUSASUE e! 的 ebony 基因 5' 端 结构 及 序列 比较 


Fig. 3 The 5' end structure and sequence of ebony in w??'9, bsr, and e! 


a: TATA box 和 5' 未 翻译 区 用 框 标 出 ， 编 码 区 用 下 画 线 标 出 。b: 盒子 代表 外 显 子 ,外 显 子 之 间 的 线 代 表 内 含 子 。 

a: TATA box and the S'UTR are represented with boxes and the coding sequences are identified with underline. b: The boxes 
represent exons and the lines between exons represent introns. A fragment, which involved 206 bp in exon 1 and 747 bp in in- 
tron 1 at 5' untranslated region of wild type ebony gene, is deleted in mutant bsr. 


在 有 一 个 ebony 基因 倒 位 的 断裂 位 点 或 者 存在 一 个 
缺失 位 点 。 在 考虑 寻找 载体 对 大 片段 进行 克隆 的 同 
时 ,在 一 次 PCR 反应 中 随机 将 引物 V1!、V2，、WI 
TIVI 同时 进行 反应 ， 发 现在 黑 条 体 中 出 现 了 野生 
型 完全 不 同 的 片段 。 测 序 的 结果 显示 该 区 域 确实 存 
在 一 个 大 的 缺失 。 因 此 在 黑 条 体 突 变 位 点 的 精确 定 
位 过 程 中 没有 花 太 高 的 代价 就 得 到 了 令 人 满意 的 结 


果 。 

从 表 型 上 观察 ， 黑 条 体 果 蝇 的 体 色 较 黑 檀 体 el 
略 浅 。 黑 檀 体 e! 是 一 个 典型 的 倒 位 突变 ， 倒 位 的 
一 断裂 点 为 922D1-9， 另 一 断裂 点 为 100F2-3， 由 于 
ebony 位 于 93D1 区 ， 人 恰好 位 于 倒 位 环 的 内 部 。 虽 
然 黑 檀 体 e! 从 表 型 上 表现 为 突变 体 ， 但 ebony 基 
因 是 基因 内 部 没有 突变 的 野生 型 基因 ， 只 不 过 该 基 
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因 位 于 倒 位 环 中 ， 从 而 影响 到 基因 的 表达 而 表现 为 
突变 型 。 在 黑 条 体 与 黑 檀 体 el 杂交 的 Fl 个 体 中 ， 
由 于 两 条 染色 体 上 的 ebony 均 为 突变 体 ， 因 此 下 1 
表现 为 突变 型 (图 4). dE Fl 进行 减 数 分 裂 产 生 配 
子 时 ， 同 源 染 色 体 配对 ， 形 成 倒 位 环 。 位 于 该 倒 位 
环 内 的 野生 型 ebony 基因 在 与 其 同 源 染 色 体 配对 时 
就 可 能 发 生 同 源 染 色 体 之 间 基 因 的 重组 交换 。 重 组 
后 的 原来 携带 黑 条 体 缺失 突变 位 点 可 能 经 过 染色 体 
的 交换 而 进入 原来 的 带 有 倒 位 环 的 染色 体 中 ， 而 该 
突变 位 点 则 由 倒 位 环 中 的 未 发 生 突变 的 ebony 基因 
序列 所 替代 (图 4)。 因 此 ， 虽 然 在 Fl 个 体 中 没有 
野生 型 ebony 基因 的 存在 ,但 是 在 Fl 形成 配子 时 
由 于 重组 互 换 ， 而 使 Fl1 产生 带 有 野生 型 ebony 基 
因而 同时 没有 倒 位 突变 的 配子 。 由 此 在 F2 中 就 会 
有 野生 型 个 体 的 出 现 ， 从 而 很 好 地 解释 了 在 黑 檀 体 
e! 和 黑 条 体 杂 交 的 F2 出 现 少数 野生 型 的 结论 
(Zhang et al, 2001), 


e CE PPI PPS 
uA 
黑 条 体 


3R 


Fl 3R 


黑体 色 的 产生 与 yellow 基因 及 ebony 基因 有 关 
(Wittkopp et al，2002a，b)， 大 部 分 的 已 知 的 e- 
bony 突变 均 为 ebony 基因 表达 异常 ， 使 果 蝇 显示 出 
异 于 野生 型 的 黑体 色 。 在 我 们 发 现 的 黑 条 体 突变 体 
所 表现 的 也 是 黑体 色 ， 同 时 根据 我 们 得 到 的 结果 显 
示 该 突变 体 是 一 个 5' 端 缺失 的 自发 突变 ,缺失 区 
域 包括 第 一 个 内 含 子 5' 端 的 剪接 位 点 。 第 一 个 内 
TT 5' 端 剪接 位 点 的 缺失 势必 造成 内 含 子 剪接 的 
异常 而 影响 其 mRNA 的 结构 ， 因 此 我 们 进一步 的 
工作 是 确定 该 5' 端 的 缺失 突变 是 如 何 造 成 ebony 蛋 
白 表 达 异 常 的 。 果 蝇 的 自发 突变 比较 常见 ,但 是 发 
生 于 5' 未 翻译 区 的 自发 突变 是 非常 稀少 的 ， 因 此 
本 研究 为 进一步 的 研究 5' 未 翻译 区 调节 基因 表达 
提供 了 一 个 极 佳 的 实验 模型 。 


致谢 : 感谢 湖北 大 学 的 钱 远 攀 和 马力 新 教授 在 
实验 和 技术 上 的 指导 。 
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图 4 黑 条 体 的 突变 ebony 基因 与 黑 檀 体 el 的 ebony 基因 的 重组 模式 图 


Fig. 4 Recombination mode of ebony in bsr and e! 
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